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Vollstndiges Fehlen von B12 (Cobalaminen) ist tçdlich fr
Mensch und Sugetiere,[1, 2] die von zwei metallorganischen
B12-Cofaktoren abhngen, um den normalen Metabolismus
aufrechtzuerhalten. Die beiden B12-Cofaktoren, Coenzym B12
(AdoCbl, 5’-Desoxyadenosylcobalamin) und Methylcobal-
amin (MeCbl), verdanken ihre Cofaktorfunktion der mit
ihrer Co-C-Bindung assoziierten Reaktivitt.[3–6] Im Unter-
schied dazu ist Vitamin B12 (CNCbl, Cyanocobalamin) ein
physiologisch inaktives Cyanocorrin. Dessen lebenserhalten-
de Wirkung als (Pro-)Vitamin im Menschen beruht auf seiner
Rolle als metabolische Vorstufe von AdoCbl und MeCbl.[7]
Werden nmlich CNCbl und andere Cob(III)alamine von den
Zellen gesunder Menschen und Tiere aufgenommen, baut das
Enzym CblC diese CoIII-Corrine zu Cob(II)alamin ab, dem
Substrat der Biosynthese von AdoCbl und MeCbl.[7] Das
Protein CblC, auch MMACHC (fr Methylmalonylacidurie
Typ C und Homocystinurie) genannt, ist das Produkt von
cblC (dem „MMACHC-Gen“).[8] CblC ist bemerkenswert
vielseitig und effizient bei der Entfernung von Cobalt-ge-
bundenen Liganden typischer Cobalamine, z.B. den Cyanoli-
ganden in CNCbl, um Cob(II)alamin zu produzieren
(Schema 1).[7] Die von CblC verwendeten Mechanismen sind
entweder eine nukleophile Entfernung von Cobalt-gebunde-
nen organischen Gruppen oder, alternativ, die reduktive
Spaltung von CoIII-gebundenen anorganischen Liganden.[9,10]
Schdigung von CblC durch Mutationen blockiert den
Zugang zu den B12-Cofaktoren aus Vitamin B12 und fhrt zu
funktionalem B12-Mangel mit schweren pathophysiologischen
Konsequenzen.[8]
B12-Mangel wird gezielt in Labortieren induziert und
studiert, um mutmaßliche, aber noch nicht identifizierte
Beitrge von B12-Mangel zu pathologischen Erscheinungen,
z. B. degenerativen Erkrankungen des zentralen und peri-
pheren Nervensystems, zu erforschen.[11] Der bliche Ansatz
zur Induktion von B12-Mangel bei Musen erfordert eine
operative totale Gastrektomie,[12] mit schweren physiologi-
schen Stçrungen, unabhngig von B12-spezifischen metaboli-
schen Aspekten. Als schonende Alternative zum chirurgi-
schen Verfahren kçnnten – falls vorhanden – geeignete Vit-
amin B12-Antagonisten („Antivitamine-B12“) intakten La-
bortieren verabreicht werden, um B12-Mangelsymptome
hnlich denen hervorzurufen, die bei Patienten mit unzurei-
chender Aufnahme von B12 beobachtet werden.
[1]
Unser Ziel war es, vielversprechende Antivitamine B12 zu
finden, d.h. nahe Analoga von Vitamin B12, die von Tieren
(und Menschen) durch die Proteine des B12-Transportssys-
tems[13] aufgenommen werden, ohne anschließend in aktive
B12-Cofaktoren umgewandelt zu werden.
[7] Die erforderlichen
Eigenschaften solcher B12-Antagonisten kçnnten in (nicht-
natrlichen) Cobalaminen mit hoher thermolytischer Stabi-
litt und Inertheit gegenber dem Abbau durch das verar-
beitende Enzym CblC gefunden werden. Wir vermuteten,
Cob-Arylcobalamine kçnnten die gewnschten Strukturei-
genschaften aufweisen und ber starke, gegen eine Spaltung
durch CblC resistente Co-C-Bindungen verfgen. Erstaunli-
cherweise sind Cob-Arylcorrine noch eine unbekannte Klasse
von B12-Derivaten.
[5, 14] Diese Situation ist eindeutig eine
Folge des Mangels an geeigneten Methoden zur Synthese von
Arylcorrinen.[5, 14] Wie hier gezeigt, konnte das Arylcobalamin
Cob-4-Ethylphenylcob(III)alamin (EtPhCbl) leicht und effi-
zient durch eine Arylierung des Cobaltzentrums hergestellt
werden, die das radikaloide Cob(II)alamin als selektiven
Radikalfnger[15, 16] eines Arylradikals nutzt (Schema 2).
Das metallorganische Cobalamin EtPhCbl wurde in einer
Eintopfreaktion in wssriger Lçsung aus 4-Ethylphenyldi-
azonium-tetrafluoroborat und Aquocobalamin (H2OCbl)
ber eine Reduktion von H2OCbl zu Cob(II)alamin mithilfe
von Natriumformiat hergestellt.[17–19] Das dunkelrote kristal-
line EtPhCbl wurde in 56% Ausbeute erhalten. Wir schlossen
auf einen Prozess, bei dem Cob(II)alamin das Diazoniumion
zu einem 4-Ethylphenylradikal reduziert.[20, 21] Anschließend
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wrde dieses Radikal schnell und effektiv durch Cob(II)al-
amin abgefangen werden (Schema 3).
Die erwartete Struktur von Cob-4-Ethylphenylcob-
(III)alamin wurde wie folgt besttigt (siehe Hintergrundin-
formationen): Das UV/Vis-Spektrum hnelte den Spektren
von metallorganischen B12-De-
rivaten in ihrer Base-on-Form
(siehe Hintergrundinformation,
Abbildung S2). Das Pseudomo-
leklion mit einer Masse von





kleare NMR-Spektren in D2O
(siehe Hintergrundinformatio-
nen, Abbildung S4) ermçglich-
ten die Zuordnung der Signale
aller 82 Kohlenstoff-gebunde-
nen Wasserstoffatome und aller
70 Kohlenstoffatome (siehe
Hintergrundinformationen, Ta-
belle S1). Diese Spektren iden-
tifizierten EtPhCbl als Base-on-
Cobalamin, das einen s-gebun-
denen Arylliganden an der
„oberen“ b-Seite des Cobalt-
zentrums trgt. 1H-NMR-spek-
troskopische Daten und 1H,1H-
NOE-Korrelationen deuteten
darauf hin, dass die planare
Phenylgruppe in „Nord-Sd“-
Richtung orientiert ist und bei
Raumtemperatur eine schnelle
Rotation um ihre Co-C-Bindung
durchluft.
Kristalle von EtPhCbl
wurden aus wssrigem Aceton
gezchtet. Die Kristallstruktur
von EtPhCbl (Abbildung 1)
wurde mithilfe von Synchro-
tronstrahlung mit Beugungsdaten bis zu
einer Auflçsung von 0.8  bestimmt. Das
Corrin-gebundene CoIII-Zentrum befindet
sich in einer pseudo-oktaedrischen Koordi-
nationssphre, mit den typischen Co-N-Ab-
stnden in der quatorialen Ebene (siehe
Hintergrundinformationen). Das Cobalt-
atom liegt knapp außerhalb der Ebene der
vier Corrin-Stickstoffatome und ist um
0.029  in Richtung des oberen 4-Ethylphe-
nylliganden verschoben. Der Co-Cß-Abstand
des Arylliganden in EtPhCbl (1.981 ) ist
geringfgig kleiner als in Alkylcobalaminen
(Mittelwert von 2.003 ), doch grçßer als in
Vinylcobalamin (1.91 ).[22] Der Co-Na-Ab-
stand zum trans-axialen Nukleotidliganden
(2.230 ) ist ebenfalls grçßer als in Vinylco-
balamin (2.165 ).[22] Diese axialen Bin-
dungslngen in EtPhCbl lassen auf einen starken inversen
trans-Effekt in diesem Cobalamin schließen.[23] Der Phenyl-
ring des b-Liganden ist in „Nord-Sd“-Richtung relativ zum
Corrinring orientiert (Torsionswinkel C5-Co-C1b-C2b : 0.68)
und nahezu coplanar (38 Neigung) mit dem Dimethylbenz-
Schema 1. Links: Allgemeine Strukturformel einiger relevanter Cobalamine: Vitamin B12 (R = CN, Cyano-
cobalamin, CNCbl), Coenzym B12 (R =5’-Desoxyadenosyl, 5’-Desoxyadenosylcobalamin, AdoCbl), Methyl-
cobalamin (R = Methyl, MeCbl), Aquocobalamin (R =H2O, H2OCbl, ein Kation), 4-Ethylphenylcobalamin
(R = 4-Ethylphenyl, EtPhCbl). Rechts: Symbole exemplarischer Cobalamine und deren biosynthetische
Umwandlung in Sugetieren a) durch das Enzym CblC, b) durch Adenosyltransferase und c) durch Me-
thioninsynthase. EtPhCbl ist gegen die Umwandlung durch CblC zu Cob(II)alamin inert.
Schema 2. Synthese von EtPhCbl aus H2OCbl und 4-Ethylphenyldiazonium-tetrafluorobo-
rat.
2669Angew. Chem. 2013, 125, 2668 –2672  2013 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.de
imidazolliganden. In bereinstimmung mit den kurzen
nichtbindenden Wechselwirkungen der Phenyl- und Corrin-
einheiten ist der Faltungswinkel der Corrineinheit auf einen
Wert von 7.6(1)8 verringert, nahe dem Rekordwert (5.98) in
cis-Chlorvinylcobalamin.[22]
Orientierende Experimente mit dem Arylcobalamin
EtPhCbl besttigten dessen erwartete beispiellose thermische
Stabilitt und seinen Widerstand gegen Protolyse: 24-stn-
diges Erhitzen einer wssrigen Lçsung von EtPhCbl (gepuf-
fert bei pH 7) unter Rckfluss fhrte nicht zu nachweisbarer
Spaltung der Co-C-Bindung und Zersetzung zu Aquocobal-
amin (H2OCbl). In leicht saurer wssriger Lçsung wurde
Base-on-EtPhCbl zu Base-off-EtPhCbl-H+ protoniert und
zeigte einen pKa-Wert von 3.7 0.1 bei 25 8C (siehe Hinter-
grundinformationen, Abbildung S6), hnlich dem von pro-
toniertem Coenzym B12 (AdoCbl-H
+). Die Bildung von
Aquocobalamin (H2OCbl) wurde auch nicht festgestellt,
wenn eine saure wssrige Lçsung (pH 2) von EtPhCbl sechs
Stunden lang bei 95 8C erhitzt wurde (siehe Hintergrundin-
formationen, Abbildung S7). An Luft in wssriger Lçsung
war das Arylcorrin EtPhCbl lichtempfindlich: Die Einwir-
kung von Tageslicht ergab H2OCbl durch Spaltung der Co-C-
Bindung (siehe Hintergrundinformationen, Abbildung S11).
4-Ethylphenylcobalamin (EtPhCbl)
band mit hoher Affinitt an die beiden
wichtigen menschlichen B12-Transporter-
proteine, den Intrinsischen Faktor (IF) und
Transcobalamin (TC), was mithilfe von
Konkurrenzexperimenten mit CBC, einem
fluoreszierenden Konjugat von CNCbl,
getestet wurde (Abbildung 2 und Hinter-
grundinformationen, Abbildung S14). Die
Bindung von CBC an ein Cbl-spezifisches
Protein verstrkt die Lichtemission des
Konjugats.[13] Die Gegenwart eines kon-
kurrierenden Cobalamins verringert die
Fluoreszenz, die bei gleichen Konstanten
der Bindungsgeschwindigkeit und [Cbl] =
[CBC] nach dem Schema IF·Cbl !Cbl +
IF + CBC ! IF·CBC gleich 50 % wird
(Abbildung 2a). Außerdem wurde die Dissoziationskinetik
nach Vorinkubation von IF mit EtPhCbl oder CNCbl mit
anschließender Zugabe des „Verfolger“-B12-Derivats CBC
gemessen. Der Prozess verlief gemß dem Schema IF·Cbl !
Cbl + IF + CBC ! IF·CBC, wobei der erste Schritt ge-
schwindigkeitsbestimmend war. Die Anfangssteigung ent-
Schema 3. Vorgeschlagener Mechanismus der Bildung von EtPhCbl. Eine hypothetische Ein-
elektronenreduktion von 4-Ethylphenyldiazonium-tetrafluoroborat durch Cob(II)alamin setzt
Stickstoff frei und fhrt zu einem 4-Ethylphenylradikal, dessen Rekombination mit Cob(II)al-
amin EtPhCbl ergibt.
Abbildung 1. Zwei Projektionen der Struktur von EtPhCbl gemß Rçnt-
genstrukturanalyse; grau: C-Atome der Corrineinheit, gelb: C-Atome
des Phenylliganden, dunkelrot: Co-Atom, blau: N-Atome, hellrot: O-
Atome.
Abbildung 2. Wechselwirkung von EtPhCbl mit IF. a) Bindung
von EtPhCbl an IF, gemessen durch Konkurrenz mit CBC
(k+CBC = 64  10
6
m
1 s1): IF wurde schnell entweder mit CBC oder
einer Lçsung von CBC und EtPhCbl gemischt. Pfeil : Effekt der Konkur-
renz zwischen CBC und EtPHCbl, in bereinstimmung mit
k+EtPhCbl = 79  10
6
m
1 s1. b) Dissoziation von EtPhCbl von IF: Der mit
EtPhCbl oder CNCbl (1.3 mmol) vorinkubierte Komplex von IF (1 mmol)
wurde mit dem „Verfolger“-B12-Derivat CBC (1.3 mmol) versetzt. Aus
dem Anstieg der Fluoreszenz wurde die Geschwindigkeitskonstante
der Dissoziation der ursprnglichen Komplexe berechnet:
kEtPhCbl1.5 106 s1 und kCNCbl6  107 s1 (siehe Hintergrundin-
formationen fr weitere Details).
.Angewandte
Zuschriften
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spricht k [IF·Cbl] nach Umrechnung der Fluoreszenz auf die
Konzentration von [IF·Cbl] (Abbildung 2 b; die entspre-
chenden Bindungs-/Dissoziationsdaten fr TC werden in den
Hintergrundinformationen, Abbildung S14 gezeigt). Die
Werte von k+ und k wurden durch Anpassung mithilfe eines
Computers berechnet. Die schnelle Bindung von EtPhCbl an
IF (k+ = 7.9  10
7
m




auch die langsame Dissoziation von IF (k< 5  10
6 s1) und
TC (k< 4  10
6 s1) glichen dem analogen Prozess mit
CNCbl.[24] Die berechnete Gleichgewichtsdissoziationskon-
stante von EtPhCbl war gleich Kd 2  1014m sowohl fr IF
und TC. Deshalb wird erwartet, dass die Aufnahme und
Zirkulation des Arylcobalamins EtPhCbl mit hnlicher Effi-
zienz verluft wie die von CNCbl.
Das Arylcob(III)alamin EtPhCbl band auch CblC mit
hoher Bindungsaffinitt, wie durch isotherme Kalorimetrie
(ITC) bestimmt wurde (Kd = 20 nm ; siehe Hintergrundinfor-
mationen, Abbildung S17). In Analogie zu MeCbl erfordert
eine feste Assoziation des Arylcobalamins EtPhCbl mit CblC
seine Base-off-Form, was aus den charakteristischen nde-
rungen des UV/Vis-Absorptionsspektrums abgeleitet wurde
(Abbildung 3a). Modellstudien anhand der Struktur von
CblC im Kristall mit gebundenem MeCbl als Vorlage ließen
eine solche Einlagerung von EtPhCbl mit seiner grçßeren
Aryleinheit erwarten.[25] Im Unterschied zur raschen, CblC-
katalysierten Demethylierung von MeCbl durch Glutathion
(kobs = 0.6 min
1) war das Arylcorrinoiden EtPhCbl jedoch
gegenber der Entfernung seines Cobalt-gebundenen me-
tallorganischen Liganden durch CblC bestndig (Abbil-
dung 3b), wobei eine Desalkylierungsrate nicht zuverlssig
abgeschtzt werden konnte.
4-Ethylphenylcobalamin (EtPhCbl) ist das erste Beispiel
fr ein metallorganisches Arylcobalamin, eine neue Gruppe
von CoIII-Corrinen. Es wurde in einer Reaktion hergestellt,
welche die Co-C-Bindung durch Kombination eines postu-
lierten Arylradikals und Cob(II)alamin generiert. Dieser
Syntheseweg ist beispiellos in der prparativen B12-Chemie
und nutzt die außergewçhnliche Fhigkeit von Cob(II)alamin
und verwandten B12-Derivaten, hochreaktive Radikale am
Corrin-gebundenen Cobaltzentrum einzufangen.[16, 26] Lau-
fende Untersuchungen in unserem Labor beschftigen sich
nun mit der Erweiterung des Anwendungsbereichs des hier
entwickelten Verfahrens im Hinblick auf die Synthese ande-
rer Arylcobalamine. Tatschlich drften die erwarteten Ei-
genschaften der Co-C-Bindungen von metallorganischen
Aryl-CoIII-Corrinen das Interesse an dieser Klasse von Ver-
bindungen wecken.
Wie aufgrund der Reaktivitt seines Arylliganden ange-
nommen, verfgt das B12-Derivat EtPhCbl ber eine Co-C-
Bindung, die gegen Thermolyse stabilisiert und gegen Sure-
und Nukleophil-induzierte Spaltung inert ist (siehe Hinter-
grundinformationen, Abbildungen S7, S8 und S12). Ande-
rerseits konnte die metallorganische Bindung von EtPhCbl
effizient durch Licht abgespalten werden, was mit der typi-
schen Lichtempfindlichkeit von metallorganischen B12-Deri-
vaten in Einklang ist.[27] Diese Eigenschaft von Arylcobal-
aminen kçnnte Laserphotolyse mit sichtbarem Licht zu einem
effizienten Hilfsmittel fr das kontrollierte Freisetzen (mit
rumlicher und zeitlicher Kontrolle) der maskierten Vit-
amineigenschaften solcher Antivitamine-B12 in Zellkultur-
und Tierversuchen machen.
Somit stellen metallorganische Arylcobalamine eine neue
Gruppe von chemisch inerten nichtnatrlichen Corrinoiden
dar, die hier als B12-Antagonisten (Antivitamine-B12) ent-
worfen wurden. Die bisher in Mikroorganismen getesteten
B12-Antagonisten waren Cobalamine mit Modifikationen am
Corrinring oder am Nukleotid-Loop.[28] Diese B12-Antago-
nisten waren schlecht bindende Liganden mit geringer Affi-
nitt fr B12-Transportproteine von Sugetieren und waren
deshalb nicht fr eine effiziente Aufnahme geeignet.[24] Im
Unterschied dazu bindet EtPhCbl auch die menschlichen B12-
Transporter sowie das Verarbeitungsenzym CblC. Daher ist
das Arylcorrinoid EtPhCbl potenziell ntzlich in Sugetieren
als Antagonist von Vitamin B12 und von B12-Cofaktoren sowie
von Cobalaminen mit vorgeschlagenen Nicht-Cofaktor-
Rollen, z. B. von Nitroxylcobalamin.[29–31] EtPhCbl teilt die
einzigartige Base-on-Struktur der Cobalamine und kann die
vermuteten (spezifischen) Nicht-Cofaktor-Funktionen von
B12 ausben, die mit der Base-on-Form der Cobalamine as-
soziiert sind. Unter solche Funktionen fallen die spezifische
direkte genregulatorische Wechselwirkung von Base-on-Co-
balaminen mit RNA[32–34] sowie alternative Arten der tran-
skriptionellen[35] oder posttranskriptionellen Regulie-
rung.[36, 37]
Antivitamine-B12 („B12-Antimetaboliten“) wie EtPhCbl
kçnnen besonders ntzlich in Studien sein, in denen funk-
tionaler B12-Mangel unter Verwendung eines kontrollierten,
nichtinvasiven Verfahrens knstlich in (intakten oder Wild-
typ-)Labortieren induziert werden soll. Im Unterschied zum
Ergebnis der chirurgischen Methode, welche die Versorgung
Abbildung 3. a) EtPhCbl wird in der Base-off-Form an CblC gebunden,
wie an den charakteristischen spektralen nderungen und der hypso-
chromen Verschiebung der Absorptionsmaxima ersichtlich ist. b) Et-
PhCbl wird (in Gegenwart von Gluthathion (GSH), *) kaum messbar
durch CblC verarbeitet, whrend MeCbl schnell demethyliert wird (*);
siehe Hintergrundinformationen fr experimentelle Details.
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der Tiere mit Cobalaminen aus der Nahrung unterbricht, wird
bei der Anwendung von EtPhCbl und hnlichen Arylcobal-
aminen als Antivitamin-B12 erwartet, dass nur B12-abhngige
Enzyme unterdrckt werden, sodass bisher schwer fassbare
physiologische Rollen intakt bleiben kçnnen. Solche Studien
kçnnten dazu beitragen, die vermutete Rolle von Cobalami-
nen bei degenerativen Hirn- und Nervenkrankheiten aufzu-
klren,[11] und damit zur Klrung einiger wichtiger (und der-
zeit umstrittener) Themen im Zusammenhang mit der Pa-
thophysiologie des B12-Mangels beim Menschen beitragen.
Experimentelles
Aquocobalaminchlorid (Roussel UCLAF); Wasser wurde mit Epure
(Barnstead Co) gereinigt; 4-Ethylphenyldiazonium-tetrafluoroborat
(siehe Hintergrundinformationen); Natriumformiat puriss p.a.
(Fluka); Methanol HPLC-Grad (BDH prolabo); LiChroprep RP-18
(25–40 mm) (Merck). UV/Vis-Spektren: Hitachi-U3000. ESI-MS:
Finnigan MAT95-S, Positiv-Ionen-Modus, Spannung 1.4 kV.
Synthese von EtPhCbl (siehe Hintergrundinformationen fr
weitere Details): In 2 mL destilliertem Wasser wurden 50.0 mg
(36.2 mmol) Aquocobalaminchlorid (H2OCbl
+Cl) gelçst, und das
Gemisch wurde mit Argon gesttigt, bevor 43.5 mg (0.65 mmol) Na-
triumformiat zugegeben wurden. Die Lçsung wurde 30 min bei
Raumtemperatur gerhrt und anschließend mit 12.2 mg (55.5 mmol)
4-Ethylphenyldiazonium-tetrafluorborat versetzt. Die Mischung
wurde eine weitere Stunde lang gerhrt, und alle weiteren Opera-
tionen wurden unter Lichtschutz ausgefhrt. Ein orangerotes Roh-
produkt wurde ausgefllt und unter Hochvakuum getrocknet. Et-
PhCbl wurde durch RP-18-Sulenchromatographie isoliert. Das ge-
reinigte rote EtPhCbl wurde in 0.4 mL Wasser gelçst, und 29.1 mg
(20.3 mmol, 56% Ausbeute) EtPhCbl kristallisierten nach Zugabe
von Aceton. UV/Vis (c = 3.31  105m, 50 mm Phosphatbuffer pH 7):
lmax (loge) = 518 (3.80), 473 (3.65), 374 (3.88), 343(4.04), 281 (4.16),
268 nm (4.18) (siehe Hintergrundinformationen, Abbildung S1). MS:
Positiv-Ionen-ESI (MeOH): m/z (%) = 1458.7 (14), 1457.7 (36),
1456.7 (40, [M+Na]+); 1436.7 (41), 1435.7 (84), 1434.7 (100,
[M+H]+); siehe Hintergrundinformation fr CD- und NMR-spek-
troskopische Daten, Details der Kristallstrukturanalyse sowie der
verwendeten Methoden in den Protein-Bindungs-/Dissoziationsstu-
dien und Enzymuntersuchungen. CCDC 848663 enthlt die ausfhr-
lichen kristallographischen Daten zu dieser Verçffentlichung. Die
Daten sind kostenlos beim Cambridge Crystallographic Data Centre
ber www.ccdc.cam.ac.uk/data_request/cif erhltlich.
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